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© Nanoparticules a base de polymere ou copolymere methacrylique, procede de preparation, et application comme vecteur 
de medicament 

(g) L'inventlon concerne de nouvelles particules a base de 
polymere ou copolymere methacrylique. 

Les nanoparticules sont de forme sensiblement spherique, 
de diametre moyen compris entre 100 et 6GQnm environ, de 
distribution homogene (systeme monodisperse), et compren- 
nent au moins une unite recurrente de formule generale (I) 
ci-apres: 
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dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou un groupe 
alkyle lineaire ou ramrfie de 1 a 6 atomes de carbone, ou un 
group aikyle substitue par un groupe hydroxy, carboxy ou ester, 
comportant le cas echeant une ou plusteurs doubles liaisons 
ethyleniques. Tune au moins des unites recurrentes comportant 
au moins un groupe carboxyle et/ou hydroxyle libre. 

Application comme vecteur de medicament, reactif de 
diagnostic et produit de contraste en imagerie medicate. 
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Nanoparticules a base de polymere ou copolymere methacrylique, precede de preparation, et apficalion 

comme vecteur de medicament. 

_ m }± presente invention conceme de nouveltes nanoparticules formees par polymerisation de monomeres 
ainsi qu un pro cede pour feur preparation. 

„„™_lT_ t !. t ! V ! S cr ? 3timisation des Performances therapeutiques des medicaments ont abouti a la 
tZZZTZ? ' VJ ='' Ci f*' e "f 5 a^niques representees notamment par les 'systemes vecteurs" qui ont fair 

m L^ ^'T-^ tS trS T K dS - rechercne de P uis O^"** annees. Une mcLcule pharmacologS^emen^ 
^ on In! ^ T VeCteUr J^ ECarnenteUX P 6 " 1 Stre dW 9a e ^ rorganfeme vers les 'cellule! dbles^a 
SJ^n rti^, °h conc T t r e de fe^" importante, ce qui permet d'ameDorer 1'efRcacite mlrapeutique 

•?^nr^nL« " ^ 3 admmlstrer - De P^. limitation du champ d'activrte au site chofeSe 

I .mpregnaton d'autres organes, et. par consequent. rapparition d'effets secondatres indesirabtes 

15 liaison sSle rS a iT i r^ men ^ T ^neraiernent constitues de particules qui doivent pouvoir former une 
15 aison stable ayec la molecule pharmacologiquement active pour eviter sa liberation orematuree dans 
organisms mate cette liaison doit etre reversible pour que la moSe sort liberee ^Lu Se dLS, 
La fixation des diverse* molecules actives est liee a la nature hydrophile ou Bpophile deT^cute de^eTe 
que sa distribution dans I'organisme. ainsi que la possible de couplage avec des anticonS monoclonal 

20 ou ^Sr^urco^n^r, partfeules 634 m ,n ^ ant ^szs 

° n Q a "°* a ^!" t pr ^!5 UtnfS ^ de 1 ! nanoparticules de polymeres comme vecteurs de medicaments. Par 
nanoparticules on entend des particules conoTdales de taille variant entre 10 et LOOOnm dans lesouelles les 
25 fi^el 5 8001 dbsoutes - ontrappees. ou encapsulees. ou sur lescpienes^so^ idsoSes S 

coSo^S 65 * P° | y m6n '^« on en oeuvre pour leur preparation. 0 est possible d'obtenir des 
colloides creux (nanocapsutes) ou des particules compactes de polymere (nanoparticules) II est possible 

mrSr £ ^ f0 ^T ^ m ° n0m ^ es "W^. «re varTertenature oHj reWSymeriquetfd^ 

modifier la porosrte. la degradabSite et la biodisponibllite 

30 0 ° e „ te ^- VeCteU ? 1 T ouvem des applications dans de nombreux domaines. lis ont ete utilises comme 
adjuvants .mmunologiques. comme supports d'hormones. d'enzymes. de cytostatiques ete 

Se U S°nf^ OPa ^ CU,aircS mlSeS ^ r6cemmerrt es^naturelcryfiqurplr rapport "a£ auSs 
vecteurs medicarnenteux, ces nanoparticules presentent I'avantage d'une bonne tolerance oaT wie 
parenterale De plus. leur formulation est generalement stableTre^roduc^ir^efofeTplupart des 
35 nfnoparticu.es acr^ques ont I'inconveniert de presenter une biodegradable lente d^ polymeres^Ssi 

1^.^ P T fte 5 Une a^^^o" au niveau intraceHulalre. notamment en ce qui concerne les oraan^s 
appartenant au systeme reticuloendothelial. organes 

Gol^m^fif! breveteuropeen 0.0&4.967 decrit des nanoparticules biodegradables de diametre inferieura 
M f^™?rm%^J? ar P 01 ^ 6 "^ 0 " d'un cyanoacryiate d'alkyle dans un milieu aqueux en absence d'agent 

J ? l6S V6CteUrs de n^^enta ainsi prepares ont tendance* Bberer prematurement le 
pnnape actrf adsorbe en raison des interactions avec les proteines du plasma sanguin De plus ces vecteurs 
ne comprennent pas en surface de groupe reactif fecStent la fixation de moKes 

J'd ^°S!?^ ,e f a , ba f ede cyanoacryiate. stabiBsees par un derive de dextrane. sont egalement decrites 
par-D^Stepbe n et a i . J.-Confc-jted-Release-<^986)-3ei^5-23 
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de Pojymansation micellalre permettant de former des nanoparticules dans lesquefles sont 
vol^ r^l b, ° ,09iqUernent aCHveS - 6St d6crit P^ G - Birrenbach et ai. J. of Pharrn. Sciences 

adkorf^llT^ ^ 2 k 3C ^ 6 d6crit deS P 3 ^ 1 ^ submicroscopiques sur tesquelles peuvent etre 
adsorbees des substances b.ologlquement actives. Ces particules peuvent etre preparfees par polvmerisatfon 

Sda^^^rT 5 - ^ ^ d6S monomdres a^oues ou mWryiiqueT. Eta ce SXles 
acides acrylique et methacrylique eux-memes doivent etre exclus en raison de leur fonction acidT 

des su ^ sta ^f s . est cependant Bmitee et reversible, et ne resiste pas au depIacemTnt dTte 
parbcu^ dans un miteu biologique. L-efficacrte de ces particules comme vecteurs^e medicaments est done 

n^ntaTf nil 3 " COntraire ' SU ^ ant la prfesertte >nvention. que des vecteurs de medicaments efficaces 
peu /ant etre obtenus au moyen de nanoparticules a base de polymeres ou copoiymeres metrmcrvfiouls 

parSe ^ CarbOX ^ e et/ou ^ ^rfacT ou au vS^T^S d^ 

m^L^r* 6 inVenti0n 3 P° Ur ob ' et de nouvefles nanoparticules a base de polymeres ou copoiymeres 
^f^^ q ainsi que leur application en therapeutique comme vecteurs de medicaments produitfot 
contraste en imagerie medicaJe, ou bioreactifs. ' p aults ae 

L'invention a plus particulierement pour objet de nouvefles nanoparticules a base de oorvmeres ou 
copoiymeres methacryliques de taffle homogene et inferieure a eOOnnTde carame^hytoffi^Sru" 
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variable, susceptibles de fixer des molecules pharmacologiquement actives ou bioreactives par adsorption ou 
par liaison chimique. 

L'invention a egalement pour objet un pro cede de preparation de nanoparticules a base de polymeres ou 
copolymeres methacryliques, procurant une distribution homogene monodisperse de la taille des 
nanoparticules. 5 

Enfin, I'invention a pour objet les nouveaux vecteurs de medicaments et les reactifs de diagnostic medical 
ainsi obtenus. 

Les nanoparticules suivant la presente invention, utiltsables comme vecteurs de medicaments, sont des 
particules de poiymere a base de methacrylate d 'alkyle ou de copolymere a base de methacrylate d 'alkyle et 
d'un autre monomere copolymerisable avec lui, de forme sensiblement spherique, de diametre moyen 10 
compris entre 100 et BQOnm environ, et de preference entre 200 et 400nm environ, de distribution homogene 
(systeme monodisperse), presentant en surface ou au voisinage de la surface des groupements reactionnels 
hydroxyle et/ou carboxyle. 

Plus particulierement, les nanoparticules conformes a la presente invention sont a base de poiymere ou 
copolymere comprenant au moins une unite recurrente de formule generale (I) ci-apres: 75 

C00R 
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dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie de 1 a 6 atomes de 
carbone, ou un groupe alkyle substitue par un groupe hydroxy, carboxy ou ester, comportant le cas echeant 
une ou plusieurs doubles liaisons ethyleniques, Tune au moins des unites recurrentes comportant au moins un 25 
groupe carboxyle et/ou hydroxyle libre. 

Les nanoparticules suivant la presente invention sont preparees par polymerisation en emulsion a partir 
d'au moins un monomere methacryiique de formule generale (II) ci-apres: 



30 



dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie de 1 a 6 atomes de 35 
carbone, ou un groupe alkyle substitue par un groupe hydroxy, carboxy ou ester, comportant le cas echeant 
une ou plusieurs doubles liaisons ethyleniques. Tun au moins des monomeres comportant un groupe R alkyle 
substitue par un groupe hydroxy et/ou carboxy et/ou ester. 

Comme indique ci-dessus, la polymerisation peut s'effectuer de la meme maniere a partir de plusieurs 
monomeres copolymeri sables entre eux. 40 

Dans la formule generale (I) ci-dessus, R peut representer notamment un atome d'hydrogene lorsque le 
monomere de base est I'acide methacryiique, ou un groupe alkyle choisi parmi les groupes methyle, ethyle, 
isopropyle, n-butyle, t-butyle, etc, un groupe alkyle substitue par un groupe hydroxy, tel qu'un groupe 
hydroxy-2 propyle ou dihydroxy-2,4 butyle, ou encore un groupe isopropenyi carboxylate. Ainsi, a titre 
d'exemple, outre I'acide methacryiique, on peut utiliser comme monomere le methacrylate de methyle ou de 45 
n-butyle, le methacrylate d f hydroxy-2 propyle ou le dimethacrylate d 'ethylene glycol. Le dimeth aery late 
d'ethylene glycol, utilise comme comonomere, presente I'avantage de renforcer la stabilite du prodult 
polymerise en raison de son action comme agent de reticulation. Ces monomeres peuvent etre utilises 
isolement pour former des homopolymeres, ou en combinaison de deux ou plusieurs copotymerisables entre 
eux pour former des copolymeres. 50 

La reaction de polymerisation en emulsion s'effectue en phase aqueuse, en presence d'un initiateur de 
radicaux libres, sous agitation, a une temperature comprise entre 60 et 120°C, et de preference entre 80 et 
90° C, pendant une duree comprise entre 30 minutes environ et quelques heures, selon les monomeres et 
additrfs utilises. Les conditions de fa reaction de polymerisation peuvent etre adaptees selon les 
circonstances conformement aux techniques usuelles. En particulier, il peut etre avantageux d'ajouter au 55 
milieu reactionnel un agent tensio-actif qui favorise une diminution et une uniformisation de la taille des 
nanoparticules. 

Par exemple, le ou les monomeres sont ajoutes sous agitation mecanique dans une phase aqueuse 
contenant un initiateur de radicaux libres, et le cas echeant un agent tensio-actif, et la reaction s'effectue a une 
temperature comprise entre 80 et 90° C pendant une heure environ. On obtient ainsi une suspension laiteuse 60 
de nanoparticules conformes a la presente invention. 

Le nombre de nanoparticules forrnees suivant le procede de I'invention est fonction de I'initiateur de 
radicaux libres, de Tagent tensio-actif present le cas echeant, et du ou des mono meres utilises, et en 
particulier de leurs concentrations respect ives, ainsi que de la temperature reactionnelie. 

L'initiateur de radicaux libres peut etre choisi parmi les composes usuels de la technique de polymerisation 65 
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en emulsion, et par exemple on peut utiliser le peroxocfisultate de potassium, !e persulfate d'ammonium ou !e 
persuffate de potassium, dans le cas de Pinffiation chimique. La concentration de Tinrtiateur de radicaux libres, 
exprimee par rapport au vokime total de la solution reactionnelle, doit etre comprise de preference entre 0,01 
et 0.2<Vb. et par exemple. dans le cas de la polymerisation du methacrylate de methyle. pour une reaction 
5 s'effectuant a 80°C pendant une heure environ, la teneur en peroxodisuffate de potassium pourra etre 
avantageusement comprise entre 0,01 et 0,05%. Si la concentration est trop faible, on observe la formation 
d'agglo-merats polymerises residuels. Une concentration plus elevee que !a valeur indiquee cndessus n'a plus 
d'influence sur la taille des nanoparticules. Suivant une variante utffisable dans !a presente invention, I'inrtiation 
radicalaire peut s'effectuer par irradiation, par exemple par des rayons gamma. 
10 L'agent tensio-actif utilise le cas echeant est dissous au moms en partie dans la phase aqueuse contenant le 
ou les monomeres a poiymeriser. II est preferable d'utifiser un agent tensio-actif aussi peu toxique que 
possible, en evitant par consequent rutilisation d'agents tensio-actifs ionkjues dont la toxiclte est parfois non 
negligeable. On peut utiliser notamment un agent tensioactif tel que le Ruriol PE 6800 (BASF) resultant de la 
copolymensation de I'oxyde de propylene et de I'oxyde d'ethylene. La teneur en agent tensio-actif exerce une 

15 influence sur la taffle des nanoparticules. Plus cette teneur est elevee, plus la taiHe des particules a tendance a 
diminuer . Toutefols, une teneur trop elevee en agent tensio-actif peut entrainer une plus grande dispersion de 
la distribution des taflles des nanoparticules f ormees. Pour cette raison. il est preferable que la teneur en agent 
tensio-actif soit inferieure a 0,5% environ par rapport au volume total du milieu reactionnel. 

Le ou les monomeres methacrytiques utilises dans I' invention sont des composes connus, disponibles dans 

20 le commerce. Compte-tenu de rappncation envisagee dans le domaine medical, il est preferable de les purifier 
au prealabie. La purification peut etre faite par les procedes usuels de la technique, et par exemple par 
distillation sous vide partiel, a I'abri de la lumiere, de preference sous atmosphere inerte. 

La concentration du ou des monomeres a poiymeriser est choisie seton les conditions de la reaction et les 
resultats recherches. II est preferable que cette concentration soit inferieure a 10% environ, et generaiement 

25 elle doit etre inferieure a 6%. Au-dela de cette valeur, la taille des particules devient plus importante et on 
observe la formation d'un residu important de polymeres aggJomeres. Inversement, une concentration trop 
faible procure des particules dont la distribution des tailies est trop disperses. On pourra avantageusement 
utiliser un ou plusieurs monomeres en une concentration comprise entre 1 et 69/b pour obtenir, par une 
polymerisation a 90°C pendant une heure environ, des nanoparticules de drametre compris entre 200 et 

30 400nm environ. 

La taille des nanoparticules obtenues conformement a la presente invention depend bien entendu de la 
nature des monomeres utilises dans la reaction de polymerisation. Atnsi, quand on fait evoiuer les 
pourcentages relatifs des divers monomeres a copolymeriser, les autres conditions de la reaction restant 
constantes, on constate qu'une augmentation de la teneur en methacrylate d'hydroxypropyie a tendance a 
35 provoquer une elevation de la taiHe des nanoparticules obtenues. On peut mettre a profit cette particularite 
pour modifier (a taille des nanoparticules entre 200 et 500nm environ. 

La temperature de polymerisation est choisie en fonction des monomeres et des additifs utilises. Comma 
indique ci-dessus, elle peut etre comprise entre 60 et 120°C, et de preference entre 80 et 90° C environ. Une 
elevation de la temperature de polymerisation entralne une diminution de la taJBe des nanoparticules Ainsi par 
40 exemple, dans le cas de la polymerisation du methacrylate d'hydroxypropyie. pour une polymerisation de 
100ml d'une solution aqueuse a 5% de monomere en presence de 10mg de persulfate de potassium comme 
mitiateur de radicaux libres. pendant une heure environ, la taille des nanoparticules dimmue de 520nrn a 360nm 
environ lorsque la temperature passe de 80 a 90° C. 

Les nanoparticules ainsi obtenues peuvent etre purifiees par les techniques connues. II peut etre par 
45 ex empl e avantageux d'eliminer Jes mo nomeres non polymerises et les in itiateurs de radicaux libres residuels 
par-une ineuiode— de-^lalyse dynaThique. Cette purification permet de stabiliser la suspension des 
nanoparticules et d'eliminer les risques de toxiclte qui pourralent resulter de la presence de monomeres 
residuels ou d'initiateurs de radicaux libres, lors de radministration des nanoparticules par voie 
intravasculaire. Le controle de la purete peut s'effectuer par chromatographie fiquide haute performance en 
SO phase inverse. Ce controle ne fait apparartre aucune trace des divers monomeres utilises pour la reaction de 
polymerisation, ce qui demontre la bonne efficacite de la methode de purification par dialyse. 

L'anafyse morphometrique des nanoparticules conformes a la presente invention peut etre effectuee au 
rnoyen d'un compteur a diffraction du type Nanosizer (Coultronics). Cette analyse montre que le diametre 
moyen des nanoparticules est compris entre 100 et 600nm selon les polymeres ou copolymers prepares 
L'examen au microscope electronique a balayage montre que les nanoparticules se presentent sous la forme 
de billes homogenes sensiblement spheriques, non aggtomerees. 

L'analyse des nanoparticules conformes a la presente invention par spectroscopie infra-rouge et de RMN 
met en evidence la presence de groupes fonctionnels carboxyiiques et/ou hydroxyles libres en surface Ainsi 
le spectre de RMN d'une solution dans fe dimethylsulfoxyde de nanoparticules en copolymere acide 
methacrynque - methacryiate de methyle - methacrylate d'hydroxypropyie, fait apparartre un pic a 12,45ppm 
caractenstique de la presence de groupes COOH. De merne, le spectre irrfra-rouge en pastille de KBr revele la 
presence de groupes COOH et/ou OH libres. 

Le dosage trtrimetrique a I'aide de solution d'hydroxyde de sodium en presence de chlorure de potassium 
montre que les nanoparticules de I'invention comportent a ieur surface ou dans son voisinage un nombre 
eteve de groupes reactionnels. pouvant etre de I'ordre de 10* a 10 7 groupes COOH par particule. De plus en 
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raison de la porosite du polyrnere ou du copolymer© , non seulement les groupes situes en surface, mais aussi 
les groupes se trouvant au voisinage de la surface, sont accessibles et pemnettent la formation de liaisons 
covalentes avec diverses substances, telles que des substances biologiquement actives. 

La masse moleculaire des pofymeres et copolyrneres peut etre evaluee par chromatographie par 
permeation de gel, suivant une methode usueile, en utilisant le tetrahydrofuranne comme solvant, par 5 
reference a des echantillons standards de polystyrene. On constate ainsi que les nanoparticules obtenues 
conformement a la presente invention presentent des masses moleculaires relativement importantes, 
comprises entre 200.000 et 600.000 environ. 

Comme indique ci-dessus, les nanoparticules conformes a la presente invention peuvent etre utilisees 
comme vecteurs de medicaments, les principes actifs etant fixes sur les nanoparticules par adsorption et/ou 10 
par liaison chimique covalente. La fixation peut etre simplement realisee en ajoutant une solution concentree 
du principe actif dans un solvant approprie, par exemple de I'eau distillee. a une suspension de nanoparticules 
suivant 1'invention, dans un rapport volumique compris entre 1/20 et 3/10 environ, a un pH de preference 
compris entre 6 et 8, et en maintenant !e milieu sous agitation a temperature ambiante, ou en chauffant a une 
temperature comprise entre 20 et 60° C, pendant 30 minutes a 3 heures environ. Suivant une variante 15 
conforme a la presente invention, ii est possible d'effectuer le couplage du principe actif avec les 
nanoparticules en ajoutant une solution du principe actif a une suspension lyophilisee de nanoparticules. 

Des mesures de la capacite d'adsorptton ont ete faites sur des suspensions de nanoparticules purifiees par 
dialyse, comme indique ci-dessus, pendant 24 heures environ, puis ajustees a un pH voisin de 8 par addition 
d'hydroxyde de sodium et d'acetate de sodium, pour favoriser ia fixation. Les mesures ont ete effectuees 20 
apres fixation de principes actifs ou reactifs tels que ia doxorubicine, la bleomycine, la daunorubicine, le 
chlorure de manganese, I'orange acridine et le bromure d'ethidium. Le taux d'adsorption ainsi mesure est 
superieur a 95% pour toutes les nanoparticules de I'invention, et ega! a 100<Vb pour la plupart d'entre elles. 

Ces resultats montrent que les nanoparticules conformes a la presente invention permettent la fixation de 
diverses molecules Pharmacol ogiquement actives, de reactifs de diagnostic, d' agents de contraste utilisables 25 
en imagerie medicale, ou d'anticorps monoclonaux, la fixation etant renforcee par les liaisons covalentes 
formees entre les groupes carboxyles et/ou hydroxy les, a ia surface des nanoparticules, et les molecules. II 
est en particulier possible de preparer des composes immunoreactifs constitues par des nanoparticules 
suivant la presente invention sur lesquelles sont fixes des composes fluoresce nts et des anticorps 
monoclonaux. 30 

Suivant une forme particuliere de mise en oeuvre de la presente invention, on forme une liaison covalente 
entre les nanoparticules et un anticorps monoclonal, par I'intermediaire d'un "bras espaceur" derive par 
exemple d'un compose de type diaminoatcane comportant deux groupes amino separes par une chaTne 
alkylene de 4 a 10 atomes de carbone, tel qu'un diaminoheptane ou diaminohexane, que Ton fixe aux groupes 
carboxyles libres en surface des nanoparticules de I'invention, d'une part, par liaison covalente, par reaction 35 
de couplage, par exemple en presence de carbodiimide, puis aux groupes carboxyles des anticorps, d'autre 
part, de preference apres activation par le glutaraJdehyde. II est bien entendu possible de lier directement les 
groupes acide carboxylique en surface des nanoparticules avec les restes -NH2 des anticorps, pour former 
par covalence une liaison amide, par exemple en presence de carbodiimide, suivant une technique connue. 

Ce mode de liaison entre les nanoparticules et les anticorps monoclonaux procure une stabilite optimale du 40 
systeme forme: au contraire, une simple adsorption presente I'inconve nient d'etre reversible, et I'equilibre est 
deplace dans le sens d'une desorption des anticorps monoclonaux par divers composants sanguins 
possedant une affinite pour les nanoparticules. 

L'efficacite du couplage d'anticorps monoclonaux aux nanoparticules suivant la presente invention pour 
former des nanovecteurs biologiques peut etre demontree au moyen d'une modeie celtuiaire comprenant un 45 
melange de deux populations de lymphocytes (B et T) permettant de visualiser le ciblage specifique des 
nanoparticules couptees a des anticorps antilymphocytes T sur les seuis lymphocytes T. Outre les anticorps 
antilymphocytes T, on peut utiliser par exemple les anticorps anticellule du cancer epidermoTde du cancer, ou 
anticellule metastasique des cancers rectocoftques. 

De plus, la presente invention possede I'avantage de permettre la conservation des vecteurs constitues par 50 
les nanoparticules en suspension, sur lesquelles peuvent etre fixes les principes actifs ou les bioreactifs, par 
simple lyophilisation. Un autre avantage de la presente invention est de permettre la conservation des 
suspensions de nanoparticules, pretes a Pemploi et au couplage avec des molecules actives, en flacons 
steriles, apres purification et sterilisation a I'autoclave a une temperature legerement superieure a 100°C, par 
exemple a 105°C. 55 

Comme indique ci-dessus, les nanoparticules conformes a la presente invention peuvent egalement etre 
utilisees en imagerie medicale, et plus parti culierement en imagerie medicale par resonance magnetique 
nucleaire (RMN). Suivant I'invention, des produits connus. permettant ou ameliorant Tobtention d'une image 
par RMN, comme par exemple des sels de manganese, notamment le chlorure de manganese, des oxydes de 
fer, notamment la magnetite, ainsi que des derives de gadolinium, tels que des complexes organiques de 60 
gadolinium utilises en RMN, sont fixes ou adsorbes sur les nanoparticules. En particulier, on peut incorporer 
des oxydes de fer en cours de polymerisation, et ces produits peuvent alors agir comme initiateurs de 
radicaux libres pour la reaction de polymerisation, puis comme agents de vecto risation des nanoparticules 
finies, sous I'influence d'un champ magnetique, dans la methode d'imagerie par RMN. 

La preparation de divers polymeres et copolyrneres methacryliques, conformement a la presente invention, 65 
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est decrite ci-apres pour illustrer I'invention plus en detail sans en Bmiter la portee. 
EXEMPLE 1 

Dans 95ml d'une solution aqueuse a 0.001 Q/b de Pluriol PE 6800 (BASF) contenant 10mg de persulfate de 
5 potassium, on verse 5ml de methacrylate de methyle purifie par distillation sous vide partiel a 22° C, a I'abri de 
la lumiere, sous atmosphere d'azote, en presence d'hydroquinone. 

Le milieu est maintenu sous agitation mecanique, et on chauffe a 90° C pendant une heure pour provoquer la 
polymerisation. 

On obtient ainsi une suspension larteuse de nanoparticules de poiymethacrylate de methyle. que Ton filtre 
10 sur verre ttitte de porosfte 10 a 20 microns afin d'eliminer les aggregats eventuels. 

Le diametre moyen des nanoparticules mesure au moyen d'un compteur a diffraction Nanoslzer 
(Coultronics) est de 250nm et I'indice de dispersion est egai a 0 (systeme monodisperse). Le poids 
moleculaire moyen, mesure par la methode de chromatographie par permeation de gel, est de 540 000 
environ. 

15 En repetant le meme procede mais avec 50mg de persulfate de potassium comme inrtiateur de radicaux 
libres, on obtient les memes resultats. Par contre, en utilisant 5mg de persulfate de potassium, le diametre 
moyen des nanoparticules obtenues est de 200nm seuiement, mais on observe la formation d'agglomerats 
polymerises. 

Pour evaluer Pincidence de la teneur en agent tensio-actif sur la faille des particules, on effectue quatre 
20 essais supplementaires en utilisant respectivement une solution aqueuse de Pluriol a 0,01 <Vb (essai A). 0.1% 
(essai B), 0,50/o (essai C) tandis que dans Pessai D aucun agent tensio-actif n'est utilise. Dans chacun de ces 
essais, la quantite de methacrylate de methyle utilisee est de 5rrd. Les resultats sont indiques ci-dessous. 

25 Essai A c D 

Taille 217 136 92 202 

Dispersion 0 2 4 2 

30 

Dans le tableau ci-dessus, la taille des nanoparticules est exprimee en nanometres. Un faible indice de 
dispersion (0 a 2) correspond a un systeme monodisperse. 

35 EXEMPLE 2 

On procede comme dans fexemple 1, en remplacant le methacrylate de methyle par une meme quantite de 
methacrylate d'hydroxy^ propyle. 

On obtient ainsi des nanoparticules de poiymethacrylate d'hydroxy^ propyle, de diametre moyen egai a 
365nm et d'indice de dispersion egai a 0. 
40 En procedant de la meme maniere, mais en utilisant 2ml de monomere, les autres conditions restant 
inchangees, on obtient des nanoparticules de diametre moyen egai aZ78nm et d'indice de dispersion egai a 1. 

Pour evaluer Tincidence de la temperature de polymerisation sur les nanoparticules obtenues, on effectue 
deux essais supplementaires au moyen de 5ml du meme nanomere que ci-dessus, dans les memes 
conditions, mais en chauffant a 80° C dans le premier cas, et a 85° C dans le deuxieme. On observe que le 
45 diametre moyen des nanoparticules obtenues est egai a 522nm dans le premier cas, et 411nm dans le 
deuxtemer Tindice de dispersion n'eterrrrpas^sensibleTnent rrtodifieT 
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EXEMPLE 3 



On procede comme dans Pexemple 1 mais en remplacant le monomere par une meme quantite d'un 
melange de plusieurs monomeres. afin de preparer un copolymer© methacryiique. 

Les resultats sont indiques au tableau ci-apres qui fait apparartre pour chaque copolymere la composition 
en monomeres (pourcentage voiurnique) et le diametre moyen des nanoparticules (nanometres). 
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Dans (e tableau ci-dessus, les monomeres utilises sont designes par les abreviations suivantes. MMA: 20 
Methacrylate de methyle. HPM: Methacrylate d*hydroxy-2 propyle. AM: Acide methacrylique. EGD: 
Dimethacrylate d 'ethylene glycol. 

EXEMPLE 4 

On utilise les nanoparticules ayant la composition A indiquee dans I'exemple 3, apres filtration de la 25 
suspension nanoparticulaire sur verre fritte (porosite: 10-20 microns) puis purification par diatyse dynamtque. 
Le milieu est tamponne a pH 8,0 par addition d'acetate de sodium 0,01 M et hydroxyde de sodium N. 

On realise le couplage de ces nanoparticules avec la doxorubicine, en ajoutant une solution concentree de 
chlorhydrate de doxorubicine dans de I'eau distillee, a la suspension de nanoparticules et en maintenant le 
milieu a temperature ambiante pendant 2 heures sous agitation. 30 

L'etude de la cytotoxicite de la doxorubicine sur des cellules en culture (iignee BlastoTde U937) rnontre que 
la cytotoxicite des nanoparticules coupiees a la doxorubicine est plus de 10 fots superieure a celle de la 
doxorubicine seule, a concentration egale. Des nanoparticules temoins, sans principe actif fixe, ne presentent 
aucune toxicite. 

On constate par ailleurs que ces memes nanoparticules peuvent etre aisement phagocytees et aussi subir 35 
rapidement un processus d'endocytose par des cellules tres differenciees comme par exemple les 
hepatocytes animaux ou humains. 

L'efficacite de {'application des nanoparticules en therapeutique est demontree par I'utilisation des 
nanoparticules dechtes ci-dessus coupiees a la doxorubicine (1mg de doxorubicine par ml de suspension de 
nanoparticules a 2,5<>/o de copolymere), administrees par voie intravasculaire a un patient atteint d'un 40 
hepatocarcinome. Apres 6 administrations de 90ml de suspension sterile de composition ci-dessus, espacees 
chacunes de 4 semaines, on observe une nette amelioration de I'etat du patient, confirmee par les examens 
biologiques et les explorations cliniques et radiologiques. 

45 

Revendications 

1 . Nanoparticules a base de polymere ou copolymere methacrylique, de forme sensiblement spherique, 

de diametre moyen compris entre 100 et 600nm environ, caracterisees en ce qu'elles sont de distribution 50 
homogene (systeme monodisperse), et presentent en surface, ou au voisinage de leur surface, des 
groupements reactionnels hydroxyle et/ou carboxyle. 

2. Nanoparticules a base de polymere ou copolymere methacrylique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'elles comprennent au moins une unite recurrente de formule generate (I) ci-apres: 

55 

COOfi 
i 

- CH - C - 

CH3 so 

dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie de 1 a 6 atomes 
de carbone, ou un groupe alkyle subst'rtue par un groupe hydroxy, carboxy ou ester, comportant le cas 
echeant une ou plusieurs doubles liaisons ethyleniques, Tune au moins des unites recurrentes 
comportant au moins un groupe carboxyle et/ou hydroxyle libre. 65 
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3. Nanoparticules selon la revendication 2, caracterisees en ce que R est un atome d'hydrogene ou un 
groupe methyle, ethyfe, n-butyle, hydroxy-2 propyle ou isopropenyl carboxylate. 

4. Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caracterisees en ce que leur 
diametre moyen est compris entre 200 et 400nm. 

5. Procede de preparation de nanoparticules selon la revendication 1. caracterise en ce qu'on effectue 
une polymensation en emulsion a partir d'au moins un monomere methacryfique de formule generate fill 
ci-apres: 



r — r* _ rnrtD 

— — <N» w W W -i.*. 

I 

CHs 



dans laquelle R represente un atome d^drogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie de 1 a 6 atomes 
15 de carbone, ou un groupe alkyle substitue par un groupe hydroxy, carboxy ou ester, comportant le cas 

echeant une ou plusieurs doubles liaisons ethyleniques, Tun au moins des monomeres comportant un 
groupe R alkyle substitue par un groupe hydroxy et/ou carboxy et/ou ester, en effectuant la 
polymensation en phase aqueuse, en presence d'un inmateur de radicaux fibres, sous agitation, a une 
temperature comprise entre 60 et 1 20° C. 

20 6. Procede selon la revendication 5. caracterise en ce que la temperature de polymerisation est 

compose entre 80 et 90° C. 

7. Procede selon ia revendication 5. caracterise en ce que I'initiateur de radicaux libres est choisi parmi 
le peroxodisulfate de potassium, le persulfate d'ammonium et le persulfate de potassium. 
u 8 - ? roc§d§ se[on rune queteonque des revendications 5 a 7, caracterise en ce que le monomere est 
25 choisi parmi Pacide methacryTtque, le methacrylate de methyie ou de n-butyle, le methacrylate 

cfhydroxy-2 propyle et le dimethacrylate d'ethyiene glycol, isolement ou en combinaison. 

9. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la polymerisation s'effectue en presence 
d un agent tensio-actif . 

10. Vecteur de medicament caracterise en ce qu'il comprend des nanoparticules selon Tune 
30 quelconque des revendications 1 a 4 sur lesquefles est fbcee au moins une molecule pharmacoloqique- 

ment active. 

1 1 . Vecteur de medicament selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comporte en outre au moins 
un anticorps monoclonal fixe sur les nanoparticules par liaison covalente. 

12. Vecteur de medicament selon Tune quelconque des revendications 10 et 11, caracterise en ce que la 
35 molecule pharmacologiquement active est choisie parmi la doxorubicine, la bleomvcine et la 

daunorubicine. 

13. Reactif de diagnostic medical, caracterise en ce qu'il comprend des nanoparticules selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 4 sur lesquelles est fixee au moins une molecule bioreactive ou 
i mmuno reactive. 

4Q 14. Produit de contraste pour imagerie medicale par RMN, caracterise en ce qu'il comprend des 

nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, sur lesquelles est fixe au moins un 
compose choisi parmi un oxyde de fer, un sel de manganese et un derive de gadolinium. 

45 
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